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Introducción  
El cáncer es una enfermedad heterogénea y la genética clásica no alcanza para 
explicar las diferentes manifestaciones de la enfermedad ni el impacto del medio 
ambiente sobre la carcinogénesis. Los procesos que regulan la expresión de genes 
sin alterar la secuencia de los mismos son denominados procesos epigenéticos. En el 
desarrollo tumoral coexisten alteraciones genéticas y epigenéticas, que modifican la 
expresión de genes. En las células mamíferas los cambios epigenéticos son 
heredables, consisten en la metilación del carbono de la posición 5 de citosinas 
presentes en dinucleótidos CG (llamados islas CpG) y se encuentran concentrados 
en promotores de genes1. La metilación de las islas CpG representa una señal que 
desencadena un cambio en la cromatina, que impide la transcripción del gen2. En un 
estado normal, la metilación es un mecanismo que regula, entre otros procesos, la 
diferenciación de tejidos al silenciar ciertos genes en determinados tejidos. Pero 
cuando la metilación se desregula y afecta genes que no deben ser silenciados, 
puede iniciarse un proceso patológico. La metilación aberrante de genes supresores 
de procesos tumorales (GST) provoca un descontrol del ciclo celular, así como la 
metilación aberrante de genes inhibidores de metástasis, facilita el escape de la 
célula tumoral3. La consecuencia de esta metilación desregulada tiene un efecto 
comparado al que produce una mutación en la secuencia codificante del gen4.   
Se ha propuesto que la metilación de los GST es progresiva a lo largo del proceso 
tumoral5 detectándose una mayor presencia de GST metilados en líneas celulares6. 
El número de GST que se reportan metilados en cáncer aumenta día a día. Entre 
éstos encontramos algunos como RASSF1-A, E-Caderina, APC, GSTP1, p16, 
BRCA1, p14, hMLH1, p53, RB y VHL7.   
Basados en estos datos planteamos que la determinación de alteraciones 
epigenéticas específicas de un tumor permitiría identificar etapas del proceso 
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carcinogénico, como también establecer el grado o estadio de la enfermedad y que 
podría aportar información para proponer tratamientos más personalizados. Por otro 
lado, analizamos la posibilidad de detectar células tumorales en la circulación 
sanguínea, ya que el perfil de metilación de las células sanguíneas normales no 
interfiere en la detección del perfil encontrado en el tumor8. Esto podría permitir el 
seguimiento de la enfermedad, la respuesta al tratamiento y la posibilidad de realizar 
diagnósticos periódicos para detectar casos de recidivas. En definitiva pensamos que 
el perfil de metilación presente en el tumor puede ser utilizado como un biomarcador 
de la enfermedad.      
Para demostrar la influencia de las alteraciones epigenéticas en la carcinogénesis y 
establecer el perfil de metilación, se analizaron  26 regiones genómicas previamente 
relacionadas con cáncer humano (tabla 1).  A su vez se estudiaron cambios en el 
número de copias (ganancias o pérdidas) de 15 regiones más (tabla 2). Se analizó  el 
perfil de metilación de 14 tumores de tejido mamario, 4 ganglios con metástasis, 6 
tejidos no neoplásicos del límite de seguridad quirúrgica y 2 patologías mamarias 
benignas. Los patrones de metilación y cambios de número de copias de todas las 
regiones fueron estudiados mediante la metodología molecular MS-MLPA (Methyl 
Specific – Multiplex Ligation dependent Probe Amplification)9. Nuestro grupo trabaja 
desde el 2005 con diferentes aplicaciones de esta metodologia10,11. Los resultados 
fueron confirmados con las técnicas basadas en el tratamiento del ADN con bisulfito 
de sodio seguido de PCR anidada  (Methyl Specific PCR o MSP) y secuenciación 
dependiente de bisulfito (Bisulfite Sequencing PCR o BSP)12.   
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Simbolo Nombre del gen Referencia Simbolo Nombre del gen Referencia
 APC  Adenomatosis Polyposis Coli Jin Z. Br J Cancer. 2001 Jul 6;85(1):69-73.  ESR1  Estrogen Receptor 1 Müller HM. Cancer Res. 2003 Nov 15;63(22):7641-5.
 ATM  Ataxia-Telangiectasia Mutated Vo QN. Oncogene. 2004 Dec 16;23(58):9432-7.  FHIT  Fragile Histidine Triad Zöchbauer-Müller S. Cancer Res. 2001 May 1;61(9):3581-5.
 BRCA1  Breast Cancer 1 Dobrovic A. Cancer Res. 1997 Aug 15;57(16):3347-50.  GSTP1  Glutathione S-Transferase, PI Jerónimo C. Clin Cancer Res. 2003 Aug 15;9(9):3413-7.
 BRCA2  Breast Cancer 2 Gras E. Cancer. 2001 Aug 15;92(4):787-95.  HIC1  Hypermethylated in Cancer 1 Fujii H. Oncogene. 1998 Apr 23;16(16):2159-64.
 CASP8  Caspase 8 Teitz T. Nat Med. 2000 May;6(5):529-35  IGSF4  Immunoglobulin Superfamily, Member 4 Gustafson KS. Cancer. 2004 Aug 25;102(4):259-68.
 CD44  CD44 Antigen Wang Y.  Cancer. 2008 Mar 15;112(6):1325-36.  MLH1  MutL, E. Coli, Homolog Murata H. Oncogene (2000) 21, 5696 – 5703 
 CDH13  H-Cadherin Toyooka KO. Cancer Res. 2001 Jun 1;61(11):4556-60.  PTEN  Phosphatase and tensin Homolog Zysman MA. Am J Pathol. 2002 Mar;160(3):795-800.
 CDKN1B  p27(KIP1) Xu XL. World J Gastroenterol. 2004 Dec 1;10(23):3441-54  RARB  Retinoic Acid Receptor, Beta Fackler MJ. Cancer Res. 2004 Jul 1;64(13):4442-52.
 CDKN2A  p14(ARF), p16 Wong DJ. Mol Cell Biol. 1999 Aug;19(8):5642-51.  RASSF1  Ras Association Domain Family Protein 1 Dammann R. Cancer Res. 2001 Apr 1;61(7):3105-9.
 CDKN2B  p15(INK4b) Klangby U. Blood. 1998 Mar 1;91(5):1680-7.  TIMP3  Tissue Inhibitor of Metalloproteinase 3 Lui EL. Biomed Pharmacother. 2005 Oct;59 Suppl 2:S363-5.
 TP73  p73 Dong S. Int J Cancer. 2002 Mar 20;98(3):370-5.  CHFR  Checkpoint Protein with FHA and RING Finger Domains Corn PG. Carcinogenesis. 2003 Jan;24(1):47-51.
 DAPK1  Death-Associated Protein Kinase 1 Chen CM. Am J Pathol. 2003 Jul;163(1):37-45.  VHL  von Hippel-Lindau gene Herman JG. PNAS U S A. 1994 Oct 11;91(21):9700-4.  
TABLA 1: Referencias que vinculan la metilación de los genes analizados en el 
estudio con el desarrollo o la progresión de cáncer.   
 
Numero 
de región
Posición 
cromosómica
Simbolo del 
gen
Secuencia analizada
Análisis de 
metilación
1  1p36   TP73  CGCCCGCGAAGGGGACGCAGC-GAAACCGGGGCCCGCGCCAGGCCAGCCGGGA Si
2  2q33-q34   CASP8  CTTTCCAATAAAGCATGTCCAGCGCTC-GGGCTTTAGTTTGCACGTCCATGAATTGTCTGCCACA Si
3  3p14,2   FHIT  CGCGGGTCTGGGTTTCCACGC-GCGTCAGGTCATCACCCCGGAGCCCAGTGGG Si
4  3p21,3   MLH1  CGTTGAGCATCTAGACGTTTCCTTGGCTCT-TCTGGCGCCAAAATGTCGTTCGTGGCAGGGGTTATTC Si
5  3p21,3   MLH1  CTGCTGAGGTGATCTGGCGCAGA-GCGGAGGAGGTGCTTGGCGCTTCTCAGGCTCCTCCTCT Si
6  3p21,3   RASSF1  CAGTCCCTGCACCCAGGTTTCCA-TTGCGCGGCTCTCCTCAGCTCCTTCCCGCCGC Si
7  3p21,3   RASSF1  GTCCACAGGGCGGGCCCCGAC-TTCAGCGCCTCCCCCAGGATCCAGACTG Si
8  3p22   CTNNB1  GGCTGTTAGTCACTGGCAGCAACA-GTCTTACCTGGACTCTGGAATCCATTCTGGTGCCACT No
9  3p24   RARB  CCGCCGGCTTGTGCGCTCGCT-GCCTGCCTCTCTGGCTGTCTGCTTTTGCAGGGCTGCT Si
10  3p26-p25   VHL  GCGAAGACTACGGAGGTCGACTCGGG-AGCGCGCACGCAGCTCCGCCCCGCGTCCGACC Si
11  3q13,3-q21   CASR  CCAGTGCCTGTAACAAGTGCCCAGATGACT-TCTGGTCCAATGAGAACCACACCTCCTGCATTGCCAAGGA No
12  5q21   APC  GGCTGGGTGTGGGCGCACGT-GACCGACATGTGGCTGTATTGGTGCAGCCCGCCAGGGT Si
13  6q25,1   ESR1  CGCCCGCCGTGTACAACTACCCCG-AGGGCGCCGCCTACGAGTTCAACGCCGCGGC Si
14  6q25,2-q27   PARK2  CGTTCACGACCCTCAACTTGGCTACT-CCCTGCCTTGTGTGGGTAAGTCTAGCATGTTTTCTCTCCAT No
15  7q21,3   CDK6  GCGTGATTGGACTCCCAGGAGAAGAAGACT-GGCCTAGAGATGTTGCCCTTCCCAGGCAGGCTTTTCA No
16  9p21   CDKN2A  CAGAGGGGAAGAGGAAAGAGGAAGAAGCGCTCAGAT-GCTCCGCGGCTGTCGTGAAGGTTAAAACCGAAAATAAAAATGG Si
17  9p21   CDKN2B  CTGCGACAGCTCCTGGAAGCCGG-CGCGGATCCCAACGGAGTCAACCGTTTCGGGAGG Si
18  9q34,1   DAPK1  CGCGAGGATCTGGAGCGAACTGCT-GCGCCTCGGTGGGCCGCTCCCTTCCCTCCCT Si
19  10p12,1   CREM  GCTCCTCCACCAGGTGCTACAAT-TGTACAGTACGCAGCACAATCAGCTGATGGCACACAGCAGT No
20  10p14   AI651963  CAATTGCCATTTTTTCCTGACATTCACTGT-GGAAATTTGGTGCACGACACTGTTAGGGGAGATCTGT  No
21  10q23,31   PTEN  CACCGGAGCGGGCGCAGGAGA-GGCCTGCGGGGTGCGTCCCACTCACAGGGAT Si
22  11p13   CD44  CTCCTTTCGCCCGCGCCCTCC-GTTCGCTCCGGACACCATGGACAAGTTTTGGTGG Si
23  11q13   GSTP1  CGAAGAGCGGCCGGCGCCGTG-ACTCAGCACTGGGGCGGAGCGGGGCGGGACC Si
24  11q22,3   ATM  GGAGGGAGGAGGCGAGAGGAGTCGGGA-TCTGCGCTGCAGCCACCGCCGCGGTTGATACTACTTT Si
25  11q23   IGSF4  CCTGGAGCCCGAGTCCTTGCACGCCA-GGCGCCCGGGAGAACACTTTTTCCTTGATCCGGGGAAAGCA Si
26  12p13   TNFRSF1A  GCCACACTGCCCTGAGCCCAA-ATGGGGGAGTGAGAGGCCATAGCTGTCTGGC No
27  12p13   TNFRSF7  GAAAGTCCTGTGGAGCCTGCA-GAGCCTTGTCGTTACAGCTGCCCCAGGGAGG No
28  12p13,1   CDKN1B  AGCCCCTGCGCGCTCCTAGA-GCTCGGGCCGTGGCTCGTCGGGGTCTGTGTCTTT Si
29  12q23   PAH  CAGTGCCCTGGTTCCCAAGAA-CCATTCAAGAGCTGGACAGATTTGCCAATCAGATTCTCAG No
30  12q24,33   CHFR  CGCGAGAGTAGGCGCGTGGAGG-GCGCTCGGCCATCTTTGATCCTGACCAGGCGACTTCGT Si
31  13q12   BRCA2  GGCCATGGAATCTGCTGAACAAAA-GGAACAAGGTTTATCAAGGGATGTCACAACCGTGTGGAAGTTGCGT No
32  13q12,3   BRCA2  CGGGAGAAGCGTGAGGGGACAGATTTGTG-CCGGCGCGGTTTTTGTCAGCTTACTCCGGCCAAAAAAGA Si
33  14q24,3   MLH3  GCGACCTTGTTCTTCCTTTCCTTCCGA-GAGCTCGAGCAGAGAGGACTGTGATGAGACAGGATAACAG No
34  16p13,3   TSC2  GAGCCAGAGAGAGGCTCTGAGAAGAAG-ACCAGCGGCCCCCTTTCTCCTCCCACAGGGCCTCCTG No
35  16q22,1   CDH1  CTATGAAGGAAGCGGTTCCGAAGCTGCTA-GTCTGAGCTCCCTGAACTCCTCAGAGTCAGACAAAGACCAGGAC No
36  16q24,2   CDH13  TTCTGTGCGTTCTCCTGTCCCAG-GTAGGGAAGAGGGGCTGCCGGGCGCGCTCTG Si
37  17p13,3   HIC1  CCGCTCCAGATAAGAGTGTGCGGA-AAGCGCGGCGGGGCTGAGACGCGACCAGGAC Si
38  17q21   BRCA1  TTCTCAGATAACTGGGCCCCTGC- GCTCAGGAGGCCTTCACCCTCTGCTCTGGGTAAAGG Si
39  18q21,3   BCL2  CTTCTCCTGGCTGTCTCTGAAGACTC-TGCTCAGTTTGGCCCTGGTGGGAGCTTG No
40  19q13   KLK3  TGTGTCACCATGTGGGTCCCG-GTTGTCTTCCTCACCCTGTCCGTGACGTGGA No
41  22q12,3   TIMP3  TCCAGCGCCGAGGCAGCCTCGC-TGCGCCCCATCCCGTCCCGCCGGGCACTCGG Si  
TABLA 2: Enumeración de las regiones analizadas y los genes a los que 
pertenecen las mismas. Se detallan las regiones en las que se estudia la presencia 
de metilación. En negrita se resalta el dinucleótido CG en el que se evalúa la 
metilación. 
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Metodología 
Pacientes 
Las pacientes incluidas en el estudio manifestaron previamente su aceptación 
mediante la firma de un consentimiento informado, aprobado por el comité de bioética 
de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de Cuyo.  Todas las 
pacientes fueron operadas por el servicio de ginecología y obstetricia del Hospital 
Italiano de Mendoza y del Instituto Gineco-Mamario (IGM) de Mendoza, en el período 
comprendido entre octubre de 2006 a mayo de 2008.   
Al momento se han incluido 96 pacientes y un total de 235 muestras. Las edades de 
las pacientes comprenden un rango de 29 a 86 años, con una edad media de 55,32 
años. Los tumores incluidos presentan diferentes tipos, grados y estadios patológicos 
(tabla 3). 
Recolección de muestras 
Se realizó la extracción de 3ml de sangre venosa periférica previo a la cirugía 
utilizando como anticoagulante 25µl de EDTA 0,5M (n=77). Luego de la extracción del 
tejido tumoral y la exanimación anatomopatológica, se procedió a la disección, 
separación y congelamiento (-80ºC) de tejido tumoral (n= 90), tejido ganglionar (n=32) 
y tejido no neoplásico (n=24).   
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TABLA 3: Detalle de la muestra: edades de las pacientes y grado de la patología 
mamaria. 
 
Extracción de ADN 
Extracción de sangre venosa periférica 
Previo a la aplicación de anestésicos en cada cirugía se procedió a la extracción de 3 
ml de sangre venosa. La extracción de ADN se realizó de leucocitos de sangre 
periférica con el método CTAB. La hebra de ADN fue re suspendida en 1ml de Buffer 
T10E (Tris/HCl 10mM y EDTA 1mM) y almacenado a -20C. 
Extracción de tejidos 
Para evitar la contaminación, los tejidos tumorales, linfoides y no neoplásicos fueron 
procesados por separado. Cada uno fue crio preservado a -80°C  y fue disgregado 
con el uso de un mortero congelado a -80ºC. La suspensión celular fue congelada a -
20°C por 24hs para facilitar la ruptura de membranas y la extracción de ADN fue 
realizada mediante CTAB, modificando los tiempos de incubación para asegurar una 
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correcta disolución.  La hebra de ADN fue re suspendida en 1ml de Buffer T10E 
(Tris/HCl 10mM y EDTA 1mM) y almacenado a -20C. 
Methyl-Specific Multiplex Ligation Probe dependend Amplification 
Las muestras de ADN fueron cuantificadas y diluidas en buffer TE a una 
concentración de 300ng/µl. La reacción de MS-MLPA se realizó de acuerdo a las 
recomendaciones de MRC-HOLLAND (http://www.mrc-holland.com/pages/me001pag. 
html). Las muestras de ADN y la mezcla de pares de sondas específicas para las 
regiones analizadas fueron hibridadas mediante una incubación durante toda la noche 
a 60ºC. A continuación, los pares de sondas fueron ligadas entre sí e incubadas luego 
con la enzima de restricción CfoI (sensible a la presencia de metilación). Luego los 
productos ligados que no hubieren sido digeridos, fueron amplificados por PCR con 
un cebador con marca fluorescente. Los fragmentos resultantes fueron analizados por 
electroforesis capilar en el secuenciador automático ABI3130 de la Facultad de 
Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Cuyo. 
Conversión con bisulfito de sodio 
El ensayo se realizó de acuerdo al protocolo establecido por Herman12 con algunas 
modificaciones. Dos µg de ADN disueltos en 50 µl de buffer TE (10:1) fueron 
desnaturalizados durante 15 min a 37ºC NaOH (Conc. final 0,2M). Luego se 
agregaron 30 µl de hidroquinona (Sigma-Aldrich H9003) 10mM durante 10 min y 
230µl de bisulfito de sodio (Sigma-Aldrich) 5M ph=5 por 16 horas a 50ºC. El segundo 
día se realizo el desalado de la solución con Gel Extraction Kit (150) QIAEXII según 
recomendaciones del fabricante (Quiagen GmbH Germany). Luego se realizo la 
desulfonacion con NaOH (Conc. final 0,3M), se neutralizo con acetato de sodio 3M y 
precipito con 500 µl de etanol 100%.  
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MSP anidada y secuenciación dependiente de bisulfito (BSP)  
Con el objeto de aumentar la sensibilidad del método de detección de metilación de la 
isla CpG del promotor del gen RASSF1A, se diseñó una estrategia de PCR anidada. 
El procedimiento consistió en una primer ronda de amplificación de 3µl de ADN 
convertido con bisulfito de sodio en una mezcla de PCR conteniendo buffer GoTaq 
Green (Promega) 1x, 2,5Unidades de GoTaq Polimerasa(Promega), 1,5mM de cada 
dNTPs, 2,5mM de Cloruro de Magnesio, 0,5µM de cebador E1 y 0,5µM de cebador 
E2 (tabla 4). El producto de esta reacción mide 200 pb y fue utilizado como templado 
para dos reacciones posteriores: una utilizando los cebadores UN-F y UN-R y otra 
utilizando los cebadores Met-F y Met-R Sobre estos productos  (de 147 pb y 111 pb 
respectivamente) se realizó una secuenciación automática utilizando los cebadores 
correspondientes en cada caso Rassf Met y Rassf UN (Tabla 4 y Figura 4C y 4D)  
 
TABLA 4: Secuencia de los cebadores utilizados. Esquema de la estrategia PCR 
anidada y resultado esperado de las amplificaciones. 
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Resultados 
Detección de metilación en regiones relacionadas con la carcinogénesis. 
En todos los tumores mamarios analizados (n = 13) se encontraron alteraciones 
epigenéticas relacionadas con la tumorigénesis (Figura 1-A y B). En patologías 
mamarias benignas y en tejido mamarios no neoplasicos no se detectaron 
alteraciones en la metilación de las regiones estudiadas. (Figura. 1- C). Cabe 
mencionar una excepción: en la muestra no-neoplasica (CMN5 (1)) se detecto un 
perfil de metilación aberrante. Es interesante observar que si bien esta muestras era 
anatomopatologicamente normal, poseía un alto riesgo de presentar o desarrollar un 
tumor ya que, al momento de la cirugía, se encontraba alojada entre dos focos 
tumorales en la mama de la paciente.  
Perfiles de metilación aberrante específicos para cada tumor. 
En todos los tumores se encontró metilación en al menos dos regiones relacionadas 
con la patología tumoral (Figura 1.B). Esto permitió establecer diferencias entre los 
tumores basados en los genes metilados en cada caso, lo que denominamos perfil de 
metilación tumoral (PMT) o perfil de metilación ganglionar (PMG). A pesar de que 
varias de las muestras analizadas pertenecen a tumores de mama del mismo origen 
histológico, en ninguno de los casos el PMT fue el mismo (Figura 1.B), poniendo de 
manifiesto la heterogeneidad que presenta la patología a nivel molecular y la 
posibilidad de identificar la presencia de un tumor mediante su perfil especifico. En la 
Figura 2 se presentan la frecuencia de los genes metilados en tumores de mama, y 
los perfiles de metilación ganglionar. 
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Figura 1: Análisis de la metilación de diferentes genes. 1. A: Comparación de 
electroferogramas obtenidos mediante análisis con el software GeneMarker v1.75. En 
rojo se muestra el perfil correspondiente al control sano y en azul se muestra el perfil 
correspondiente al tumor de la paciente 8 (CMT8). El tumor presenta metilación 
aberrante en los genes APC, CDKN2B (o p15), promotor y exón 1 de RASSF1A y 
CDH13. 1. B: Tabla que resume los resultados encontrados en los tumores 
analizados. En la columna derecha se muestra la cantidad de genes metilados por 
muestra y en la fila inferior la frecuencia en la que se ha encontrado un mismo gen 
metilado. 1. C: Comparación de electroferogramas: en rojo el control sano y en azul el 
tejido no neoplásico. Observese la ausencia de metilación aberrante en el tejido no-
neoplasico. 
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Figura 2: Frecuencia de genes metilados en tumores y ganglios centinelas: 2.A: 
Tabla que resume los genes metilados hallados en ganglios afectados. 2.B: 
Frecuencia de genes metilados en tumores. 2. C: Frecuencia de genes metilados en 
ganglios centinelas   
 
Correlación del PMT con PMG 
Los casos que presentaron un compromiso del ganglio fueron particularmente 
estudiados, para determinar epigenéticamente el origen de la metástasis en los 
ganglios. La  paciente CM4 presentaba una patología mamaria bilateral, definida por 
la presencia de dos tumores ductales invasores. En la mama izquierda se encontró un 
PMT para los genes TIMP3, MLH1, ATM, CDKN2B (o p15), HIC1, BRCA1, CASP8, 
CD44, promotor y primer exón de RASSF1, DAPK1, ESR1 e IGSF4. En la mama 
derecha se encontró un PMT que involucra los genes, TIMP3, APC, CDKN2B (o p15), 
RARΒ, DAPK1 y PTEN. El análisis del PMG mostró el compromiso de los mismos 6 
genes encontrados en el PMT derecho, lo que permitió establecer claramente el 
origen de la metástasis presente en el ganglio, además de postular que entre los 
genes involucrados algunos pueden estar involucrados en el proceso de metástasis 
cercana.  
Por otro lado, la paciente CM39 presentaba un tumor en la mama izquierda y dos 
focos de metástasis en axila, uno de ellos comprometía la axila izquierda, el otro la 
axila derecha. Nuestra pregunta era si las metástasis de ambos ganglios 
correspondían a un solo tumor de la mama izquierda o si existía otro foco tumoral 
oculto. Al comparar el PMT de la mama izquierda (p15, BRCA1y ESR1) con el PMG 
izquierdo (APC, p15, promotor y primer exón de RASSF1 y  ESR1) se observo que 
compartían 2 genes, y que  el PMG izquierdo presentaba el compromiso de 2 genes 
adicionales. Una explicación posible para esto es una evolución de la metilación 
aberrante que favorecio el escape de células con ese perfil hacia el ganglio. Al 
comparar el PMG izquierdo con el PMG derecho, se observo una coincidencia en los 
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genes comprometidos (Figura 3). Este sorprendente hallazgo lleva a especular que la 
metástasis en el ganglio derecho provino originalmente de células escapadas del 
ganglio izquierdo. 
 
Figura 3: Comparación de los Perfiles de metilación: CMT4d representa el PMT 
del tumor en la mama derecha de la paciente 4, CMG4d representa el PMG del 
ganglio centinela de la axila derecha de la paciente 4. CMT39 es el PMT de la 
paciente 39; CMG39d y CMG39I representan los PMG de los ganglios centinelas de 
la axila derecha e izquierda, respectivamente. Observese la coincidencia exacta de 
los perfiles de metilación aberrante, permitiendo inferir el origen de las metástasis en 
ganglio. 
 
Detección de células tumorales circulantes. 
Luego de establecer el PMT específico en cada paciente se planteo  detectar este 
perfil en las células presentes en la sangre periférica pre-quirúrgica, ya sea como 
ADN libre de células o células tumorales circulantes (CTCs). Mediante los ensayos de 
MS-MLPA previamente utilizados  no se detecto  la presencia del PMT o PMG en la 
sangre de ninguna de las pacientes (Figura 4.A). Esto podía deberse por un lado, a 
que no se encontraba ADN tumoral circulando en la sangre de las pacientes 
analizadas, o a que la técnica empleada no era lo suficientemente sensible para 
detectar bajas concentraciones de ADN tumoral. Impulsados por diferentes trabajos 
que reportan la presencia de ADN tumoral en la circulación8,13 decidimos diseñar una 
estrategia de detección más sensible, adaptando la técnica MSP para aumentar su 
sensibilidad, a la que llamamos MSP anidada. Con la información del PMT, se eligió 
una región metilada en el tumor (promotor de RASSF1A) para utilizarla en la 
detección de ADN tumoral en la sangre pre- quirúrgica.  
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Al estudiar mediante MSP anidada las muestras de sangre pre-quirúrgicas de 
pacientes cuyo promotor RASSF1A había sido hallado metilado en el tumor, se pudo 
detectar esta mismo alteración  en la sangre. Los controles utilizados fueron 
obtenidos de individuos no oncológicos. (Figura 4.B). Los resultados obtenidos por 
MSP anidada fueron confirmados mediante la secuenciación de cada producto (RUN 
y RMet),  observándose la presencia de metilación al persistir las islas CpG (ver  
barras en figura 4.C y 4.D).  
 
Figura 4: Detección del PMT o PMG en sangre pre quirúrgica: 4. A: 
electroferograma del análisis MS-MLPA de la sangre de la paciente 8 (CMS8).  En 
rojo vemos el resultado del control sano y en azul el resultado de CMS8. Como se 
puede observar, no se observa diferencia alguna. 4. B: Electroforesis en gel de los 
productos de MSP anidada. Las calles R-UN corresponden a la amplificación de 
alelos del promotor Rassf1no metilados (147pb), las calles R-Met corresponden a la 
amplificación de alelos del promotor Rassf1 metilados (111pb), CMT8 es ADN 
obtenido del tumor de la paciente 8, CMS8 es ADN obtenido de la sangre pre 
quirúrgica de la paciente 8, MCF7 es ADN obtenido de una línea celular de cáncer de 
mama y Ctrl edad es ADN obtenido de personas con edad similar a la paciente 8 y sin 
antecedentes oncológicos. Observese que en la sangre de la paciente se observa 
metilación aberrante (calle CMS8, R-Met) iguale que en el tumor (CMT8, R-Met). 4. C: 
Secuenciación del alelo de Rassf1metilado y 4. D: Secuenciación del alelo de Rassf1 
no metilado. Notese la presencia de bases CG en la muestra metilada, que 
desaparecen en la muestra no-metilada. 
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Conclusiones 
La metilación de las regiones genéticas analizadas es específica para muestras 
tumorales dado que no fue detectada en tejido sano ni en patologías mamarias 
benignas, como fibroadenomas. Esto permite especular que estas regiones están 
efectivamente relacionadas con procesos tumorigenicos mamarios. Es interesante 
destacar el tejido CMN4, en el cual se hallo metilación aberrante y anatomo-
patologicamente fue considerado normal. Esto podría estar revelando que si bien 
histológicamente el tejido parece sano, a escala molecular el proceso oncológico ya 
ha comenzado y representa un riesgo de desarrollar un crecimiento tumoral. 
Al establecer la metilación de 26 regiones genéticas se pudieron establecer perfiles o 
firmas epigenéticas especificas de cada muestra tumoral. Esto no es posible si se 
analizan unas pocas regiones. Cuantos más genes se incluyen para caracterizar el 
perfil de metilacion, mayor correlación se puede establecer con el tipo tumoral. 
Nuestros siguientes desafíos están  centrados en estudiar la correlacion entre los 
perfiles de metilación hallados y distintos rasgos clínico-patologicos. 
La detección de ADN tumoral circulante (ADNtc) en sangre pre-quirurgica 
consideramos que es de gran importancia clínica. No está del todo claro el 
mecanismo por el cual el ADNtc llega a la circulación.  Algunos trabajos indican que 
es producto de la muerte celular  programada mientras que otros trabajos lo vinculan 
a una secreción activa de las células tumorales14,15. El descubrimiento de ácidos 
nucleicos libres en la circulación sanguínea fue reportado por primera vez en 1948 
por los investigadores franceses Mandel y Métais  y no se le dio la importancia 
correspondiente hasta la década del 7016.  
La limitación de nuestro hallazgo basado en MSP anidada es que detectamos una 
sola región metilada en representación del perfil tumoral completo. Nuestro siguiente 
desafío está centrado en detectar en sangre el perfil de metilación tumoral completo. 
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Para esto, trabajamos en mejorar la sensibilidad de MS-MLPA para detectar el perfil 
aberrante de 1 celula tumoral entre decenas de miles de células normales. Junto con 
los análisis de correlacion entre los perfiles tumorales y los rasgos clínico-patologicos, 
esto permitiría a futuro establecer estrategias terapéuticas mas personalizadas y 
preventivas. 
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